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® Rekombinante Allergene aus der Motte Plodie interpunctella 

© Die Erflndung betrifft rekombinante Allergene p40 (Ar- 
gininkmase), p33 fTropomyosinl, p84 (Arylphorin) und 
p27 (eine Oxidoreduktase) aus der Dorrobstmotte Plodia 
interpunctella, deren Fragmente und abgeleitete rekom- 
binante DNA-Molekule, Vektoren und Wrtszelien, die die- 
se rekombinanten DNA-Molekule enthalten, sowie dia- 
gnostfsche und therapeutlsche Anwendungen der be- 
schriabenen Allergene und Fragmente. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorgestellte Erfindung befaBt rich insbesondere mit dem Problem der allergischen Reaktion auf Invertebra- 
tenproteine am Beispiel der Alleigie gegen Proteine aus der Doirobstmotte Plodia interpunctella. Sie beschreibt rekom- 
5 binante Molekule, die von vier Allergenen dieser Spezies abgeleatet and und ihre Anwendung fiir Diagnose und Thera- 
pie von Allergien und die Detektion von AUeigenen in der Umwelt des Menschea 

Hintergrund der Erfindung 

10 [0002] Bis zu 20% der Bevolkerung der Industriestaaten Leiden unter Typ I allergischen Symptoraen (Rhinitis, Koo- 
junktivitis, bronchialem Asthma) (Myamoto et al., 1992). Bei der Typ I AUergie bindet das Allergen an IgE-Antikorper 
auf der Oberflache von Mastzellen, Das IgE ist an die hochaffinen Fc G RI-Rezeptoien gebunden, die durch die zusatzli- 
che Bindung der AUergene quervemetzt werden und dam it der Mastzelle signalisieren, biologiscbe Mediatoreo wie zum 
Beispiel Histamin freizusetzen (Segal et aL, 1977). In den vergangenen Jahren ist gezeigt worden, daB Allergene meist 

15 wasserlosliche Proteine sind, die in vielen Fallen in rekombinanter Form erzeugt werden konnen (Kraft et al., 1999). 
Noch vor wenigen Jahren wuide ausscblieSlich speziesspezifische Allegiediagnostik betrieben, bei der Gesamtextrakte 
naturlicher AUergenqueUen, z. B. von Pollen oder 'Kerhaarextrakte als Antigen eingesetzt wurden. Diese Extrakte sind 
biochemisch rricht genau definiert, manchmal fehlen wichtige allergene Xompooenten. Deshalb wild in den vergangenen 
Jahren in zunehmender Weise eine komponentenspezifische Diagnose (CRD, "component resolved diagnosis") mit Hilfe 

20 von gut definierten, rekombinantcn AUergenen eingefQhrt (Valenta et aL, 1 999). 

[0003] Wahrend die Allergene auBerhalb des Haiises meist mit Pflanzenpollen assoziiert sind, kommen im Haus mehr 
Allergene aus Heren vor, sowohl von Schanlingen als auch von Haustieren. Bei den Schadlingen stent als Allergenquelle 
die Hausstaubmilbe, ein Spinncntier (Thomas und Smith, 1999) an erster SteUe. Besonders in den USA ist die Kuchen- 
schabe, ein flugelloses Insekt, auch als Allergenquelle wichtig (Rosenslreich et al., 1997; von Wijnen et al., 1997). Von 

25 bei dec sind eine Reihe rekombinanter Allergene bekannt (Arm da et al„ 1995; Thomas und Smith, 1 999 1 . Eine zusatzli- 
che Allergenquelle im Haus sind Schimmelpilze, von denen in den letzten Jahren ebenfalls mehrere allergene Kompo- 
nenten charakterisiert und fur die Diagnostik eingesetzt wurden (Unger et aL, 1999). 

[0004] Diese Erfindung befaBt sich mit einer bisher kaum untersuchten Allergenquelle im hauslichen Bereich, den 
Motten. Bei den Motten handelt es sich um Insekten, um echte Schmetterlinge (Lepidoptera), Die Hauptvertieter sind 

30 Plodia interpunctella, die Doirobstmotte, im engliscben Sprachgebrauch "Indian meal moth" und Tlneola bisseliella, (fie 
Kleidermotte, "webbing clothes moth". Die voriiegende Erfindung bezieht sich auf P. interpunctella, aUerdings sind die 
verschiedenen Mottenarten nan verwandt und deshalb ist zu erwarten, daB die Allergene der verschiedenen Mottenarten 
immunologisch kreuzreaktiv sind. Die Dorrobstmotte ist ein Nahrungsmittelparasit, sie wird hauptsaehlich in der Kftche 
gefunden und befall! trockene Nahrungsmittel wie Niisse, Ddrrobst, Scbokolade, Hafer, Maismehl, Muesli. Es wird ver- 

35 mutet, daB die Dorrobstmotte aus Stidamerika stammt Sie ist der haufiste Narirungsmittelschadling in den amerikani- 
schen Haushalten und wurde deshalb im Mai 1999 vom Department of Environmental Health & Safety der Harvard Uni- 
versitat zum "Schilling des Monats " gew&hlt (http^ww.uos.harvard.eoWehs/tot_topi 

Auch in den deutscben Haushalten ist die Doirobstmotte haufig (zum Beispiel: \brratssch§dling Nr. 1: die Dorrobst- 
motte. Sendung im Westdeutscben Rundfunk am 9. Mai 1997, von Michael Wlegert- Wegener). Abgestorbene Motten 

40 trocknen aus und landen typischerweise flber den Hausstaub im Staubsauger. Dieser st6Bt groBe Mengen von winzigen 
Staubpartikeln aus, die auch Proteine der eingesaugten Insekten und damit potentielle Allergene enthalten, 
[0005] Bisher ist noch von keinem Allergen aus irgendeiner Mottenspezies die Struktur aufgeklart warden. AuBerdem 
gibtes noch keine Publikation in der gesamten medizinischen Literatur (Medline), die sich mit der Dorrobstmotte im Zu- 
sammenhang mit Allergie beschaftigt. Dennoch gibt es eine kleine Zahl von Publikationen, die sich mit Allergien gegen 

45 andero Motten beschaftigen. Die Studie von Baldo und Panzani (1988) charakterisiert Extrakte verschiedener Insekteo- 
spezies, darunter auch der Kleidermotte (Tlneola bisselliella) mit IgE Immunoblots, enthSlt jedoch keine Primarstruktu- 
ren. Mehrere Publikationen berichten Qber allergische Reaktionen gegen Motten oder Seidenraupen bei beruflicher Ex- 
position, zum Beispiel mit Seidenraupen (Xomase et aL 1997, Suzuki et aL, 1995, Wang et al., 1994), verschiedenen 
Schmetterlingen (Davis and Jenkins 1995), oder Mehlmotten (Storms et aL, 1981). 

50 [0006] Die voriiegende Erfindung stellt vier rekombinante Allergene aus der wichtigsten Nahnmgsmittelmotte fur ver- 
schiedene mediziru^h-diagnosnschc, umweltanalytische und therapeutische Zwecke zur \ferfilgung. 
[0007] Homologe der vier beschriebenen Allergene sind in verschiedenen Spezies in der Vergangenbeit bereits unter- 
sucht worden, es handelt sich um Argininkinasen, TVopomyosine, Arylphorine und eine Familie von Oxidoreduktasen. 
Tropomyosine sind als Allergene gut beschrieben (Reese et aL, 1999) und auch zum Arylphorin als Allergen bei Schaben 

55 (Periplaneta americana) gibt es eine Publikation (Wu et aL, 1 996). In der Literatur sind auch schon einige Redox-Enzyme 
als Allergen beschrieben, hauptsachlich bei Pilzen und Pflanzen. Das Protein, das zu der gefundenen Oxidoreduktase aus 
der Motte am nachsten verwandt ist, ist die bakterielle GLukose-l-Dehydrogenase (Nagao et al., 1992), welche selbst 
nicht als Allergen bekannt ist Die Argininkinase ist hingegen noch nicht als Allergen identiflziert worden, auch wenn in 
einer Publikation tiber ein Allergen Par f 1 aus der Gamele Parapenaeus fissurus Peptidsequenzen yerofientlicht wurden, 

60 die Sequenzahnlichkeiten zu Argininkinasen anderer Spezies aufweisen (Lin et aL, 1993). Diese Ahnlichkeiten wurden 
jedoch in der Ver6ffentlichung nicht beschrieben, Die Argininkinase ist ein Enzym, das in Muskeln von Invertebraten 
Argininphosphat als Energie-Reservestoffbiidet (Wyss et al., 1995). Auch bei Insekten wurde die Argininkinase in ihrer 
Prirnarstruktur aufgeklart (Kucharski und Maleszka, 1998), aUerdings me als Allergen beschrieben. 
[0008] Die voriiegende Erfindung basiert auf der Erkenntnis, daB die Dorrobstmotte, die in unseren ^bhnungen sehr 

65 hSufig als NahrungsmiUelschMing auftritt, auch eine Allergenquelle darstellen kann. Etwa die Halfte der untersuchten 
Parientenseren wiesen IgB gegen Mottenallergene auf. Die Erfindung stellt molekular genau derlnierte Reagenzien zur 
Verfiigung, die von den beschriebenen Allergen p40 (Argininkinase), p33 (Tropomyosin), p84 (Arylphorin) und p27 
(Oxidoreduktase) abgeleitet sind und einerseits eine exakt derlnierte und einfache in vitro und in vivo Diagnose und The- 
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rapie der Allergic gegen Moten ermoglicben, andererseits den Nachweis von Mottenproteinen in Proben aus Haushalt, 
Schule oder Bctricb. Die Bezeichnungen der Allergenc erfolgen in Anlehnung an ihre Molekulargewichte in kDa. 
[0009] Das Allergen p40 ist Oberdies ein neues Panallergcn von wirbellosen Tieren, das auch in der Hausstaubmilbe, in 
der Schabe und in Meeresfruchten gefunden wild und in diesen Spezies immunologisch verwandt niit p40 aus der Motte 
ist So ist es denkbar, dafl man sich durch den Kontakt nrit Motten oder Milben serisibilisiert und in der Folge eine Nan- 5 
rungsmittelallergie gegen MeeresfrQchte entwickelL Fur die Untersuchung einer solchcn Kreuzsensibilisierung konnen 
das iekombinante p40 oder nahe verwandte MolekOle eingesetzt weiden. 

Beschieibung der Erfindung 

10 

[0010] Die Erfindung betriffl eine Nukleinsaure, kodierend fur ein allergenes Pblypepdd, umfassend 

(a) eine der in SEQ ID No. 1, 3, 5 oder 7 daigestellten Sequenzen oder ein Fragment davon, welches fur eine aller- 
gene Determinante davon kodiert 

(b) eine von einer Sequenz gemaB (a) auf Grand einer Degeneration des genetischen Codes abweichende Sequenz, 15 

(c) eine Sequenz mit einer Identitat > 80% zu einer der Sequenzen unter (a) und/oder (b) oder 

(d) eine Sequenz, die mil einer der Sequenzen gemaB (a), (b) und/oder (c) unter stringenten Bedingungen hybridi- 
siert, 

sowie eine Nukleinsaure, umfassend einen Bereich, der fur ein Polypeptid nrit einer in SEQ ID No. 2,4,6 oder 8 
dargestellten Sequenz kodiert. 20 

[0011] Ein erstex Aspekt der Erfindung sind iekombinante DNA-Molekiile, die Nukleotidsequenzen (£) aufweisen, die 
Polypeptide kodieren, die die Antigenitat der Alleigene p40, p33, p84 oder p27 besitzen und aus Arthropoden isoliert 
sind, oder Nukleotidsequenzen (II), die mit solchen Nukleotidsequenzen (I) unter hochstringenten Bedingungen hybridi- 
sieren. Die lekombinanten DNA-Molekule umfassen auch degenerierte Varianten dieser Nukleotidsequenzen. 75 
[0012] Die rekombinanten DNA-Molekule konnen auch Nukleotidsequenzen enthalten, die fur Polypeptide kodieren, 
die antigene Kreuzreakttvitat und einen hohen Grad von Identitat (vorzugsweise > 50%, insbesondeie > 60 % oder > 
75%) mit den Allergenen p40 p33, p84 und p27 aus Arthropoden besitzen, die in der Abb. 3-6 angegeben sind. Die Be- 
zeichnungen p40, p33, p84 und p27 beziehen sich auf die Molekulanjewichte der Polypeptide in kDa. 
[0013] Der Ausdruck "Hybridisierung unter hochstringenten Bedingungen" gemaB der vorliegenden Erfindung wind 30 
wiebei Sambrooket aL (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ColdSpring Harbor Laboratory Press (1989) 1.101- 
1.104) verwendet Bevorzugt liegt eine hochstringente Hybridisierung gemaB der vorliegenden Erfindung vor, wenn 
nach Waschen fur 1 Stunde mit 1 X SSC und 0,1% SDS bei 50°C bevorzugt bei 55°C mehr bevorzugt bei 62°C und am 
meisten bevorzugt bei 68°C, und mehr bevorzugt fiir 1 Stunde bei 0,2 X SSC und 0,1% SDS bei 50°C, bevorzugt bei 
55°C, mehr bevorzugt bei 62°C und am meisten bevorzugt bei 68°C noch ein positives Hybridisierungssignal beobachtet 35 
werden kann. 

[0014] Der Ausdruck "Identitat", wie hierin verwendet, kann durch die Gleichung I(%) = [1 - V/X] x 100 defirriert 
werden, worin I die Identitat in % ausgedruckt bedeutet, X die Gesamtzahl der Nukleobasen einer Nukleotidsequenz fur 
p40, p33, p27 oder p84 ist und V die Anzahl an davon abweichenden Nukleobasen der zu vergleichenden Sequenzen ist 
[0015] Ein zweiter Aspekt der Erfindung sind rekombinante Expressionsvektoren oder iekombinante Klonierungssy- 40 
steme, die eine Expressionskontrollsequenz aufweisen, die operativ mit einem der oben beschriebenen Molekule ver- 
knupftist 

[0016] Ein dritter Aspekt der Erfindung ist eine Wirtszelle, die mit einem rekombinanten MolekOl oder einem Vektor 
nach dem ersten oder zweiten Aspekt der Erfindung trans tormiert ist 

[0017] Ein vierter Aspekt der Erfindung ist ein rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid, das antigene 45 
Epitope der p40, p33, p84 oder p27 Molektile besitzt, die in den Amii»sMuresequenzen von Abb, 3-6 enthalten sind. Das 
Protein oder Polypeptid kann dabei mit einem weiteren heterologen Polypeptid wie einer zellulosebindenden Domane, 
0-Galaktosidase oder Glutathion-S-Transferase oder irgendeinem anderen Polypeptid fusioniert sein, das in prokaryon- 
tischen oder eukaryontischen Zellen exprimieit werden kann. Das Protein oder Polypeptid, das mit p40, p33 T p84 oder 
p27 kreuzreaktiv ist, kann dabei mit analy tisch nach weisbaren Gruppen oder nrit wasserloshchen oder wasserunldslichen 50 
Phasen konjugiert sein, die fiir die Durchfiihrung des Nachweises von Antikorpern wie zum Beispiel IgA, IgD, IgE, IgG 
oder IgM geeignet sind. In den Aspekten der Erfindung, die sich mit in vitro Diagnostik befassen (siehe unten), konnen 
die Peptide der Erfindung a) an eine wasserunldsliche Phase durch physikalische Adsorption oder eine kovalente Bin- 
dung gekoppelt sein oder b) kovalent an eine analytisch nachweisbare Gruppe (Markierung) gekoppelt sein. 
[0018] Die erfindungsgemaBen Polypeptide oder Fragmente davon, welche antigene Detenninanten enthalten, kSnnen 55 
als Immunogene zur Herstellung von Antikorpem eingesetzt werden. Zur Herstellung von fur die allergenen Determi- 
nanten spezifischen Antikorpern konnen StandaiuprotokoLIe herangezogen werden. Die Antik5iper konnen dann z. B. 
zum Nachweis von Allergenen und/oder zur Therapie verwendet werden. 

[0019] Die Erfindung unrfaBt weitcrhin eine pharmazeutische Zusammcnsetzung, umfassend eine Nukleinsaure, einen 
Vektor, eine Zelle, ein Polypeptid oder einen Antikorper, wie hierin definiert, als WirkstofT. Die pharmazeutische Zusam- 60 
mensetzung kann pharmazeutisch annehmbare Hilfsstoffe sowie ggf. weitere Wirkstofife enthalten. Die pharmazeutische 
Zusammensetzung kann fiir diagnostische oder/und therapeutische Zwecke verwendet werden, insbesondere fiir Thera- 
pie oderAmd Diagnose von allergischen Erkrankungen. 

[0020] Der fQnfte Aspekt der Erfindung ist eine in vitro Methode der Diagnose von AUergie gegen Artnropodenpro- 
teine, die die humoralen Antikorper bestimmt, die gegen die Arthropodenproteine gerichtet sind Die umf aflten Allcrgien 65 
sind me is tens gegen Insekten gerichtet Die lelevanten Antikorper sind meistens von der IgE Klasse, aber auch IgG- An- 
tikorper konnen wichtige Information fiber die AUergie liefem. Im Normalfall umfaBt diese Methode den Kontakt einer 
Korperflussigkcit aus einem Patienten mit einem Polypeptid der Erfindung. Die Mengenverhaltnisse und Bedingungen 
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werden so gewShlt, dafi sich Immunkomplexe zwischen dem Polypeptid und Antikfirpern in der Probe in einer Menge 
ausbilden, die cine Funktion der Menge der Antikorper in der Probe ist. Der Immunkomplex wird dann mit einer der an 
sich bekannten Methoden gemessen. Etwas spezifischer ausgedruckt, eine bevorzugte Metbode des funften Aspekts der 
Erfindung besteht darin, eine Probe einer Koiperfliissigkeit, die zum Beispiel IgE- Antikorper enthalt, mit einem Poiy- 
5 peptid der Erfindung und einem Anti-IgE-Antikorper in Kontakl zu bringen, so dafi sich ein IgErPolypeptid-Anti-IgE- 
Immunkomplcx bildci. Im Normalfall ist entweder das Polypeptid oder der Anti-IgB-Anlikorpcr an eine feste Phase ge- 
koppelt, die entweder unl5slich ist, oder im Testpuffer gefallt werden kann, so dafi der Immunkomplex von dem Tesipuf- 
fer getrennt werden kann. Der Detektionsschritt kann in diesen \ferianten unter Verwendung einer analytisch nachweis- 
baren Gruppe (Markierung) ausgefiJbrt werden, die entweder kovalent an den IgE^Antikorper gekoppelt ist (in diesem 
io Fall ist das Polypeptid an die Festphase gekoppelt) oder an das Polypeptid (in diesem Fall ist der Anti-IgB-Antikorper an 
die Festphase gekoppelt). Wenn IgG-Antikorper bestimmt werden soUen, dann wird der Anti-IgErAntikorper durch ei- 
nen Anti-IgG- Antikorper ersetzt 

[0021] Ein sechster Aspekt der Erfindung ist eine Methods, die, vorzugsweise in vitro, eine zellulare Reaktion, insbe- 
sondere eine Immunreaktion, auf das Polypeptid der Erfindung mifit und ein rekombinantes oder synthetisches Polypep- 

15 tid wie im vierten Aspekt beschrieben verwendet, urn die zellulare Reaktion, insbesondere die Inimunreaktion, zu stimu- 
lieren. Als zellulare Reaktionen konnen die Histannnfreisetzung aus basophilen Granulozyten oder die Proliferation von 
T-Lymphozyten, gemessen durch Auftiahme von ^-Tbymidin gemessen werden, ebenso die Stimulation von eosinophi- 
ien Granulozyten, gemessen durch die Freisetzung von Mediatoren, wie zum Beispiel dem eosinophilen kationischen 
Protein. Die Proben, die in den oben beschrieben Methoden verwendet werden, sind meistens aus Blut gewonnen, wie 

20 zum Beispiel heparinisiertem Vollblut, Serum oder Plasma. 

[0022] Ein siebenter Aspekt der Erfindung betrifft nur das p40 Allergen und besteht darin, durch Messung der Enzym- 
aktivitat des p40 Allergens und seiner Homologen, der Argminkiriaseaktivitat (EC 2.7.33), das Vorhandensein von Ar- 
throoodenallergenen in Proben aus der Umwelt des Menschen zu messen, beispielsweise in Staubproben aus Haushalt 
oder Betrieben. Die Argininkinase katalysiert die reversible Umwandlung von L-Arginin und Adenosintriphosphat 

25 (ATP) in N-Phospho-L-Aigimn und Adenosindiphosphat (ADP). Fur die Messung der Anjininkinaseakdvitat sind in der 
Iiteratur Standardmethoden beschrieben, die zum Beispiel das entstehende Produkt ADP indirekl messen (Anisike et al. 
1975). 

[0029] Der achte Aspekt der Erfindung besteht darin, mit Hilfe eines Immunoassays das \brhandensein der p40, p33, 
p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen in Proben aus der Umwelt des Menschen zu messen, beispielsweise in 

30 Staubproben aus Haushalt oder Betrieben. Der Lnmunassay besteht darin, daB man einen monoklonalen Antikorper aus 
der Maus, der nach Stanoardmetrxxten gegen eines der Polypepdde der Erfindung gewonnen wird, oder ein Antiserum 
aus einem Wirbeltier, wie zum Beispiel, Kamnchen, Ziege, Schaf, Huhn, das gegen eines der Polypepdde der Erfindung 
genchtet ist, mit der Umweltprobe in Kontakt bringt, die auf die p40, p33, p84 oder p27 Allergene oder deren Homolo- 
gen getestet werden soil. Dabei ist der erste Antikorper oder das Antiserum typischerweise kovalent oder nichtkovalent 

35 an eine feste Phase gekoppelt, die Umweltprobe wird in wassriger Losung oder in einem polaren Losungsmittel gelost 
angeboten. Nach einem Waschscbritt wird das gebundene p40, p33, p84 oder p27 Allergen oder seine Homologen mit ei- 
nem zweiten, markierten monoklonalen Antikorper oder einem Anti serum detektiert 

[0024] Bei diesem Verfahren kann insbesondere ein p40Homologes aus einer beliebigen Spezies, besonders bevor- 
zugt aus Motte oder Milbe, am rneisen bevorzugt aus Hausstaubmilbe, ein p33-Homologes aus einer Schmetterlingsart, 

40 insbesondere Motte, ein p84 Homologes aus einer wirbellosen Spezies, insbesondere einer Schmetterlingsart oder/und 
ein p27-Homologes aus einer beliebigen Spezies, insbesondere von einer Arthropodenart bestimmt werden. 
[0025] Der neunte Aspekt der Erfindung besteht darin, aus dem synthetischen oder rekombinanten Polypeptid der Er- 
findung ein Arzneimittel herzustellen, das zur HyposerisiT)ilisierung ammunotherapie) von Patienten rrrit AUergie gegen 
p40, p33, p84 oder p27 oder deren Homologen eingesetzt werden kann. 

45 [0026] Der zehnte Aspekt der Erfindung besteht darin, solcfae Fragmente oder TbQpeptide oder Multimere des Poly- 
peptids der Erfindung herzustellen, die zwar ein oder mehrere Epitope, insbesondere IgE, IgG oder/und IgA-Epitope, der 
p40, p33, p84 oder p27 AUergene oder deren Homologen enthalten, aber nicht oder nur in einem stark ringeschrankten 
MaB zu einer anaphylaktischen Reaktion fflhren konnen. Multimere eines Allergens wirken oftmals weniger anaphylak- 
tisch als. Monomere. IgG und IgA-Epitope kfinnen eine geringere anaphylaktische Wirkung als IgE-Epitope auiweisen, 

50 Diese Denvate der Polypeptide der Erfindung k8nnen zu einem Arzneimittel entwickelt werden, das entweder zur passi- 
ven Therapie des Effektororgans eingesetzt werden (Nase, Conjunctiva, Lunge), urn einer Freisetzung von Mediatoren 
bei einer spateren Allergenexposition vorzubeugen, oder ebenfalls zu einer aktiven Immunotherapie im Sinne einer Hy- 
posensibilisierung. 

[0027] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein diagnostisches Mittel zum Nach weis einer Allergic bei einem Pa- 
55 tienten, wobei dieses Mittel ein Polypeptid oder einen Antikorper wie oben beschrieben, enthalt. 

[0028] Mit den Erkenntnissen der vorliegenden Erfindung ist es moglich, eine speziesspezifische AQergiediagnostik 
unter Verwendung einer Motte, insbesondere der Dorrobstmotte zu betreiben. Hierzu konnen die Ddrrobstmotte, Ex- 
trakte davon, wie etwa Gesamtextrakte oder einzelne Bestandteile, insbesondere in Form von Teilextrakten zur Bestim- 
mung einer allergischen Reaktion, beispielsweise als Antigen eingesetzt werden. 
60 t0029] Daneben ist es auch mflglich, eine komponentenspezifische Allergiediagnostik durchzufuhren, in dem Proben 
auf die einzelnen, oben beschriebenen Alleigene untersucht werden. In diesem Zusamrnenhang ist die Diagnose einer 
Argininkinase, insbesondere aus einer Motte oder aus einer Milbe, beispielsweise der Hausstaubmilbe, von besonders 
groBem Interesse. Aber auch die anderen identifizierten Allergene so wie deren Homologen aus Arthropoden konnen fur 
eine komponentenspezifische Allergiediagnostik herangezogen werden. 
« [0030] Auf Grund der hierin prasentierten Ergebnisse kann eine Argininkinase zur HersteUung eines Arzneimittels 
oderAmd eines diagnostischen Mittels zur Behandlung von allergischen Erkrankungen oder/und zur Bestimmung von 
Allergenen verwendet werden, Bevorzugt wird hierzu eine Argujinkinase aus einem Arthropoden, insbesondere aus 
Motte oder aus Milbe, z. B. Hausstaubmilbe eingesetzt bzw. ein Test auf das Vorhandensein einer solchen Argininkinase 
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durchgefilhit Bei der Argininkinase handelt es sich bevorzugt urn p40 oder eine Argininkinase, die zu p40 eine Identity 
von > 20%, insbesondere > 50%, bevorzugt > 70% und am mcistcn bevorzugt > 80%, aurweist und bevorzugt rrrit p40 
konzentrierL 

[0031] Grundsatzlich eroffiiet rich somit eine breite Venvendung der erfindungsgemaB gefiindenen Allergen und der 
dafUr kodierenden NuUeinsauren auf medizinischKliagnostischem, umwelranalytischem und therapeutischem Gebiet, 5 
[0032] Die Erfindung wird dutch die folgcnden Beispiele und die beigefugten Figuren weiter eriauterL Die Figuren 
zeigcn: 

[0033] Fig. 1: Immunoblotstreifchen rrrit Gesamtextrakt aus Larven der Dorrobstmotte, untersucht auf IgE in den Se- 
ren von 90 Patienten mil allergischen Beschwerden in Innenraumen (H1-H90, jeweils oberer Tbil). Im jeweils unteren 
Teil wurden Immunoblotstreifchen mit rekombinantcm p40 Allergen mit Hexahistidintag mit denselben Seren geprobt. 10 
Die Positionen von Molgewichtsmarkem sind auf der linken Seite in kDa angegeben. K ist die Pufferkontrolle ohne Zug- 
abe von Serum. 

[0034] Fig. 2: Immunoblotstreifchen mit Gesamtextrakt aus Larven der D&iobstmotte (jeweils oberer Tbil), untersucht 
auf IgE in den Seren von Patienten rrrit allergischen Beschwerden in Innenraumen plus atopischer Dermatitis (AH1 
-AH12), von Patienten rrrit Pollenallergie ohne angegebene Beschwerden im Haus (P1-P20) und von Normalpersonen 15 
(N1-N10). Im jeweils unteren Teil wurden Immunoblotstreifchen mit rekombinantem p40 Allergen mit Hexahistidintag 
mit denselben Seren untersucht Die Positionen von Molgewichtsmarkem sind auf der linken Seite in kDa angegeben K 
ist die Pufferkontrolle ohne die Zugabe von Serum. 

[0035] Fig. 3: cDNA (SEQ ID No. 1) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 2) des Allergens p40 aus Plo- 
diainterpuncteUa 

[0036] Fig. 4: cDNA (SEQ ID No. 3) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 4) des Allergens p33 aus Plo- 
dia interpunctella 

[0037] Fig. 5: cDNA (SEQ ID No. 5) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 6) des AUereens p84 aus PLo- 
dia lnterpunctella 

[0038] Fig. 6: cDNA (SEQ ID No. 7) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 8) des AUereens p27 aus Plo- 25 
dia interpunctella & r 

[0039] Fig. 7: IgE-Immunoblot. Streifcben mit rekombinantem p40 Fusionsprotein mit einer Zellulose-bindenden Do- 
mane wurden mit einer Auswahl der oben beschriebenen Seren getestet. Auf der rechten Seite sind die Molekularge- 
wichtsmarker angegeben 

[0040] Fig. 8: Sofortrvpreakrionen beim Hauttest rrrit dem rekombinanten p40 Allergen rrrit Hexahistidintag. 30 

a: Pricktest bei dem moUenallergiscben Patienten AH1L Keine HautreaktivitSt auf Konzentrationen Nr. 10 und 9 
Qaddeln und Rotung bei den Konzentrationen Nr. 8 (3.12 ng/ul) bis Nr. 5 (25 ng/ul). Die hoheren Konzentrationen 
wurden mcht mehr getestet + + POsitivkontrolle (Histamindihydrochlorid), - Negativkontrolle (0,9% Nad) Die 
Quaddeln sind mit einem Stift markiert 

b: Keibetest am kontralateralen Unterarm desselben Patienten, starke QuaddelbUdung und HairtrStung in den Kon- 
zentrationen Nr. 2 (200 ng/ul) und Nr. 3 (100 ng/ul). 
c: Vergrofierung des Bereichs von Fig. 8a bevor die Quaddeln angezeichnet wurden. Die urtikarielle Reaktion rrrit 
der Bildung von Pseudopodien (Nr. 6) ist gut zu erkermen. 

d: VergrOBerung von Fig. 8b: Quaddelbildung im Keibetest bei der Konzentration Nr. 2 nach 20min. 40 

[0041] Fig. 9: Sj^rphasenreaktionen nach 24 h bei der Hauttestung rrrit dem rekombinanten p40 Allergen mit Hexahi- 
stidintag. 

a: Rdbetest: ekzematose Reaktion in den Konzentrationen Nr. 6 (12.5 ng/ul) bis Nr. 2 (200 ng/ul). Nr. 1 wurde nicht 45 
durchgenihrt, 

b: Reibetest: keine ekzematose Reaktionen in den Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 7. 
c: VergroBerung von Fig. 9a: Ekzematose Reaktion bei Konzentration Nr. 4. 

d: Pricktest* Infilrrierte Papeln innerhalb der markierten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reaktion. 

[0042] Fig. 10: Immunoblc^-lm^iUonsexperirnent. Drei nrit rekombinantem p40 AUergen aus der Dorrobstmotte po- 
smve Seren wurden verweodet, urn mit und ohne Pralnkubation mit rekombinantem p40 allergenhaltige Extrakte aus 
verscmedenen Spezies (Dorrobstmotte, KUcheuschabe, Hausstaubmilbe, Hummer. Gamele, Miesmuscbel und Kabeljau) 
zu testen. Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite der Immunoblots angegeben, von oben nach unten 66 46 10 
und 21 kDa. . ' ' 

SEQ ID No. 1 zeigt die cDNA des Allergens p40 aus Hodia interpunctella, 
SEQ ID No. 2 zeigt (fie davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 3 zeigt die cDNA des Allergens p33 aus Plodia interpunctella, 
SEQ ID No. 4 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 5 zeigt die cDNA des Allergens p84 aus Plodia interpunctella, 
SEQ ID No. 6 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 7 zeigt die cDNA des Allergens p27 aus Hodia interpunctella, und 
SEQ ID No. 8 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

Tbst von verschiedenen Gruppen von Allergikern und Nonnalpersonen auf IgE-Antik5rper gegen Mottenantigene aus 

Larven der D&robstmotte P. interpunctella 

[0043] Da im klinischen Bereicn eine mogliche Allergie gegen Motten bislang kaum Beachtung getunden hat, konnte 
bei der Auswahl der Patienten keine Gruppe definiert werden, die klinische Beschwerden nach Kontakt nut Mottenaller- 
gcnen als Symptom angab. Deshalb stellten wir fur unseic Arbeit die folgenden Gruppen zitsammen, die auf IgE-Anti- 
korper gegen Mottenproteine getestet wurden: 

1. Patienten mit Typ I allergischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, allergisches Asthma bronchi ale) in In- 
nenraumen (n = 90, Patienten HI- H90), 

2. Patienten mit atopischer Dermatitis und Typ I allergischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, allergisches 
Asthma bronchiale) in mneiiraumen (n = 12, Patienten AH1-AH12), 

3. Patienten mit nachgewiesener Pollenallergie ohne Typ I allergische Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, all- 
ergisches Asthma bronchiale) in Innemihimen (n = 20, Patienten P1-P20), 

4. Probanden ohne atopische Dermatitis und ohne nachgewiesene iyp I Allergien (n = 10, Probanden N1-N10). 



IgE-Reaktivitat von naturtichen Mottenextrakten 

[0044] Praparationen von zwei verschiedenen Mottenspezies wurden verwendet, urn mottenspezifische IgE-Antikor- 
per in Patientenseren zu detektieren. Die eine Preparation ist ein kommerziell erhaltliches Homogemsat von Faltem der 
Mehlmotte Ephestia kuehniella (Allergen, Pharmacia Upjohn, Uppsala, Schweden). Die andere Preparation wurde aus 
Mottenlarven (Wanderstadium, kurz vor der Verpuppung) von der Dorrobstmotte Plodia interpunctella heigestellt. Die 
Insektenproben (5 Larven) wurden in 0,2 ml PBS homogenisiert, im Verhaltnis von 1 : 1 nrit L^emmli-Auftragspuffer 
versetzt und auf einem 12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Fling und Gregerson, 1986). Es wurde ein praparati- 
ves Gel verwendet, auf das etwa 20 pg Gesamtprotein pro cm aufgetragen wurden. Als Marker diente ein Rainbow-Mar- 
ker (Amersham Pharmacia). Das Gel wurde nach der Elektropborese auf Nitrozellulose (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) geblottet (Towbin et al., 1979) und in 0,5 cm Streifen geschnitten. 

[0045] Der Test der Patientenseren auf IgB gegen Motten wurde analog zu der von Jarolim et al. (1989) beschrieben 
Methode durchgefuhrt Die Streifen wurden 2x5minundlx30minin Puffer G (42 mM NajHPO* 6,4 mM NaH^PO,, 
0,5% (v/v) Tween 20, 0,5% (w/v) Rindersenimalbumin, 0,05 % (w/v) NaNj, pH 75) bei Raumtemperatur abgesattigt, 
dann in 1 ml Volumen in 1 : 10 (wenn nicht anders beschrieben) nrit Puffer G verdunnten Patientenseren uber Nacht bei 
4°C gekippt Die Streifen wurden 2x5 min und 1 x 30 min bei Raumtemperatur in Puffer G gewaschen, dann iiber Nacht 
mit einer 1 : 10 Verdiinnung eines l25 I-markieiten Anti-Human-IgE Antikorpers (Amersham Pharmacia) bei Raumtem- 
peratur gekippt, wie oben gewaschen, getrocknet und aufgeklebt. Gebundenes mottenspezifisches IgE wurde so mit dem 
radioaktiv markierten Anti-IgE-Antik6rper detektiert und die positiven Signale wurden mdttels Autoradiographie auf ei- 
nem Rfintgenfilm (Kodak) sichtbar gemacht. 

[0046] Die Fig, 1 zeigt in ihrem oberen Teil die Resultate dieses Experiments fur die Gruppe der "Indoor'-Allergiker 
(Patienten mit allergischen Beschwerden in Innenraumen), Figur. 2 zeigt im oberen Teil die Ergebnisse fur die anderen 
drei Gruppen. Die Ergebnisse sind auch weiter unten in labelle 1 dargestellt. 

Tabellel 

[0047] Zusammenfassung der Igr>ImmunobLotresultate gegen verschiedene Allergenextrakte und gegen das rekombi- 
nante p40 Allergen mit Hexahistidintag aus der Dorrobstmotte. + + +, sehr stance Reaktion; + + starke Reaktion mit nrin- 
destens zwei starken positiven Ban den; + schwache positive Reaktion mit mindestens einer sichtbaren Bande; - keine 
definierte positive Bande beobachtet. 
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Patient Dorrobst- Mehl- Rek. p40 Haus- Kuchen- 
motten- motten- Allergen staub- schabe 
larven falter (His 6 ) milbe 
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[0048] Insgesamt wurden bei den "Indoor" -Allergikern (n = 90) bdm IgE-Immunoblot nrit dem Dorrobstniottenlar- 
ven-Gesamtextrakt 4 sehr stark positive, 13 stark positive und 25 scbwach positive Reaktionen beobachtet, bei den Ato- 
pikera mit allergischen Beschwerden in InnenrSumen (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 stark positive und 6 schwach po- 
sitive. Bei den Pollenallergikem ohne angegebene alleigische Beschwerden in Innenraumen (n = 20) gab es 2 sehr stark 
positive und 8 scbwach positive Reaktionen. Insgesamt wurde bei 51% der Patienten eine positive Reaktion auf Motten- a 
larvenproteine beobachtet Keine der nichtalleigiscben Kontrollpersonen zeigte eine Reaktion im Inununoblot 
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Test auf IgE-Antikdrper gegen Proteane der Mehlmotte (E; kuehniella) im Faltenrtadium 

[0049] Das gleiche Palientcnkollekliv wie obeo wurde auf Streifchen mit eincm kommerzicll erhaltlichen Extrakt aus 
der Mehlmotte untersucht, wobei die Ergebnisse auch in der Tabelle 1 dargestellt and. Insgesamt zeigten 36% der All- 
5 ergiker eine positive Reakrion auf Mottenfalter. 

Test auf IgE-Anrikorper gegen Proteine der Haustaubmilbe (Dennatopfaagoides pteronyssinus) und der Kuchenschabe 

(Blattella germanica) 

io [0050] Ausgewahlte Patienten und Normalpcrsonen aus dem Kollektiv wurden auf Streifchen mit kommerziell erfaSlt- 
hcben Extrakten aus der Hausstaubmilbe und der KQchenschabe getestet Die Ergebnisse sind wieder in Tabelle 1 darge- 
steUt Die Kuchenschabe ist ein flugelloses Insekt und naher mit der Ddxiobstmotte verwandt als die Hausstaubmilbe, die 
zu den Spinnentieren zahlt Alle drei zahlen zu den GliederfiiBlern (Arthropoden). Trotz der phylogenetischen Verwandt- 
schaft der drei Spezies ist die IgB-Reaktivitat der Patienten oft stark unterschiedlich. So reagiert zum Beispiel Patient 

15 H81 sehr stark auf Motte und Kuchenschabe, aber nicbt auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 reagiert nur sehr stark rait 
der Milbe, aber nicht mit Scfaabe oder Motte. Patienten H7, H9, H33, H80, AH5 und AH9 reagieren auf MottenLarven 
und Falter, aber nicht auf Schabe oder Milbe. 
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Beispiel 2 

Isolierung und molekulare Qiarakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p40 kodiert 

Konstruktion einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella 

[0051] Die Insekten (Plodia interpunctella) wurden in Haferflocken angezuchtet (S, Prozell, M. Scholar, Institut fur 
Vonatsschutz, Biologische Bundesanstalt, Berlin). 180 Larven im spaten Wanderstadium, kurz vor der Verpuppung 
(2j4g) wurden zur. Rr^aratioo von RNA eingesetzt Die Larven wurden in 30 ml Trizol Reagens (Life lechnologies, 
r-reaenck, MY, USA) nomogenisiert, und aus der waBrigen Phase wurde nach dem Protokoll des Herstellers die RNA ge- 
wonnen. Aus 5 ug der erhaltenen Gesamt-RNA wurden mit Hilfe des PblyATtract Systems (Promega, Madison, WL 
USA) polyA RNA gewonnen. Die mRNA wurde in cDNA uberschrieben und diese mit Hilfe des Uni-ZAP Systems 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) auf gerichtete Weise in X ZAP Phagen eingebaut Die primare Bank enthielt 3 x 10 6 
cDNA Alone und wurde nach Standardmethoden amplifiziert. 

IgE-Immunoscreening und Analyse der immunopositiven Klone 

[0052] Zum Screening einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella wurden Seren der Patienten AH11 (Screen 1) H20 
{ ?ST^ 2) ^ A ? 10 AHU ^ 3 ) verwendet 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen 2, 3) Phagen der X ZAP 
cDNA Bank wurden auf einemRasen von Escherichia coli XLl-Blue (Stratagene) Zellen in einer Dichte von 15000 Pha- 
gen pro Petaschale mit 140 mm Durchmesser ausplattierL Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch Auf- 
legen von^trozellulosefiltem (Schleicher & Schtill, Dassel, Deutschland) induziert, die mit einer 10 mMIPTG (Isopro- 
fr^T^ J^°^ d) « Btr&lkt waren < Hu y nh et 1985). 31 (Screen 1, Patient AH11) bzw. 1 1 (Screen 2, Pa- 
tient H20) und6(Scieen 3, Patienten AH10 und AH12) immunopositive Klone wurden jeweils mit Hilfe von Patienten- 
seren und yon ^I-markierten, gegen humanes IgE gerichteten Antikorpem (Pharmacia & Upjohn, Uppsala, Schweden) 
nach etabherten Methoden (Breiteneder et aL, 1989; Valenta et al., 1991; Vrtala et aL, 1993) kohert 

DNA-Sequenzanalyse der immunopositiven Klone 

[0053] Aus den positiven Phagen wurden durch "in vivo excision" (Short et aL, 1988) mit Hilfe von Helferphagen 
£fratagene, La Jolla, CA) die entsprechenden cDNA Plasmide gewonnen und nach Standardniethoden isoliert Die 
UNA wurde nut Hilfe von Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IRD800-markierten Pri- 
mern (MWG Biotech, Ebersberg) auf einemU-COR Sequenzer (U-COR, Lincoln, NE) analysiert Die Basensequenzen 
wuraenmAnmx>s§ii^ ubersetzt und mit Hilfe des FastA-Programms (Pearson und Upman, 1988) mit der 

^issProtDatenbank verglichea Alle Klone wurden mit Hilfe des GAP Programms aus dem UWGCG Programmpaket 
program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive 
Madison, Wisconsin, USA 53711) miteinander verglicheo. Auf diese Weise und mit Hilfe des Vergleichs zu den homo-' 
logen Proteroen wurden Hone identifiziert, die einen kompletten Leserahmen aufwiesen. 

[0054] Beim Screening von 360000 Phagen der X ZAP cDNA Bank nrit dem Serum AH11 wurden 3 1 immunopositive 
Klone erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden zunachst mit EcoRI und Xhol gespalten und auf einem Agaro- 
segel wurden die Schmttmuster analysierL Alle analysierbaren Klone enthielten dieselbc cDNA. Der ISngste verfUgbare 
Klon wurde sequenziert (Fig. 3) und der offene Leserahmen, der ein Polypeptid von vorhergesagten 40 kDa (p40) dar- 
stellte, wurde trot den Datenbanken verglichen. Es zeigte sich, daB das gefundene Polypeptid (Fig. 3) uber die gesamte 
Lange mit Argmmkinasen verschiedener Spezies homolog war. Argmmkinasen konnen die terminale Phosphatoruppe 
von ATP auf Arginin Obertragen und so einen Energiereservestoff bilden. Bislang sind Argininkinasen nicht als AUer- 
gene laenn&aert worden (siehe auch Einleitung). Die dem p40 Allergen am nachsten verwandte Argininkinase aus der 
Homgbiene (Kucharski und Maleszka, 1 998) weist 85% Aminosaure-Sequcnzidentitat nrit p40 auf 
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Beispiel 3 

Isolierung und molekulare Charaktcrisierung cines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p33 kodiert 

[0055] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mil dem Serum H20 gescreent, dabei 5 
wurden 11 immunopositive Klone crhalten. Die in vivo exzidierten Plasndde wurden wie oben analysiert und scquen- 
ziert 10 der 11 Klone kodieiten fUr das gleiche Protein. Drei der Klone hatten die voile Lange, und zwei von ihnen hatten 
die identische Sequenz, die in Fig. 4 dargestellt ist Der offene Leserahmen stellt ein Allergen von 33 kDa dar (p33), das 
mil Tropomyosinen verschiedener Spezies eng verwandt ist Tiopomyosine sind als kreuzreagierende Allergene beson- 
ders auch aus dem Bereich der Nahnmgsmittelallergie bekannt (Reese et al, 1999). to 



Beispiel 4 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p84 kodiert 

15 

[0056] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mit den Seren AH10 und AH12 ge- 
screent, dabei wurden 6 immunopositive Klone erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert. Nur einer der Klone (Sequenz Fig. 5) koctierte fUr ein Protein in voller Lange, es handelte sich um ein 
homologes zu Arylphorinen. Arylphorine gelten als Spricherproteine von Insekten und enthalten einen hohen Anteil an 
TVrosin. Ein Arylphorin der Schabe (Periplaneta americana) ist bereits in einer Publikation (Wu et al., 1996) als Allergen 20 
beschrieben. 



Beispiel 5 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p27 kodiert 25 

[0057] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mit dem Serum H20 gescreent (Screen 
2), ebensoviele nrit den Seren AH 10 und AH12 (Screen 3). Die in vivo exzidierten Hasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert Einer der Klone von Screen 2 und drei der Klone von Screen 3 kodierten fiir das gleiche Protein. Fan Se- 
quenzvergleich der durch Obersetzung erhaltenen Aniinosauresequenz ergab eine signiflkante Ahnlichkeit mit einer Glu- 30 
kose l-Dehydrogenase aus Bacillus megaterium (36 % Sequenzidentitat, Nagao et aL, 1992). Es gab auch eine kleinere 
aber noch signhlkante Ahnlichkeit mit dem Alt a 2 Allergen aus dem Pilz Alternaria alternata (26% SequenzidentitSt, De 
Vouge et al., 1998), einer Aldehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 Allergen aus der Birke (20% SequenzidentitSt, Ka- 
ramloo et aL, 1999), einer Isoflavonieduktase. Bei dem p27 Allergen handelt es sich also um ein Redoxenzym. Die Se- 
quenz ist in Fig. 6 dargestellt 35 

Beispiel 6 

Expression des p40 Allergens mit einem Hexahistidintag und als Fusionsprotein in E. coli 

40 

[0058] Die p40 cDNA wurde auf zwei verse hiedene Weisen in pET-Bxpressionsvektoren einkloniert so dafi das p40 
Allergen einmal nur mit einem Hexahistidintag und einmal als Fusionsprotein mit einer Zellulosebindenden DomSne er- 
zeugt wurde. Das erste Konstrukt wuide unter nativen Bedingungen gereinigt. Das zweite Konstrukt wurde Ober eine 
Zellulosesaule gereinigt. Sowohl das Fusionsprotein mit einer zellulosebindenden Domane als auch das Nichtfusions- 
protcin mit Hexahistidintag besafien Argininkinaseaktivitat 45 

Konstruktion eines Expressionsvektors zur Expression des p40 Allergens mit einem Hexabisddin-"Tag" 

[0059] Die komplette cDNA wurde in zwei Stufen in die EcoRI und Xhol Schnittstellen des Plasmids pET23(+) (No- 
v agen, Madison, 'Wisconsin, USA) einkloniert Die Ribosoinenbindungsstelle wurde mit Hilfe der Ohgonukleotidabhan- 50 
gigen Mutagenese nach Kunkel et aL, (1987) in den Expressionsvektor eingebaut. Dazu wurde das Mutageneseoligonu- 
kleotid 5* -GOT AGC GGC GTC CAC CAT GOT ATA TCT OCT TCT AGA GGG AAA CCG-3' verwendet. Der ent- 
standene Vektix pETAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse iiberprufL In dem \fektor wurde dann am carboxytennina- 
len Ende der Sequenz durch eine zweite Mutagenese mit dem Oligonukleotid 5-ATC TCA GTG GTG GTG GTG GTG 
GTG CAG GGA TTT CTC GAT TTT GAT-3' ein Hexahistidintag fur die Reinigung Ober tirjeKickelaffimtStss&ule (Qia- 55 
gen, Hilden, Deutscbland) in das Expressionsplasmid eingebracht, und es entstand der vektor pETHisAK 1 , der durch Se- 
quenzierung uberpriift wurde. 

Expression und Reinigung des p40 Allergens als Mchtfusionsprotein mit einem Hexahistidin-'lag" 

60 

[0060] Der Vektor pETHisAK 1 wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) transformiert und die tramfarmierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschiittelt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Syntbese des rekombinan- 
ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentranon) von IPTG (Isopropyl-0-D-Galaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C weitergeschuttelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugadon geerntet, dann wurden die 
Zellen 10 min in Lysepuffer (100 mM KC1, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTP, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 65 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 X g und 4°C abzentrifugiert Das Protein wurde mit Hilfe von zentrifugierbaren Kleinsaulen unter nativen Bedin- 
gungen durch Mckelchelat- Affimt&tschromatographie gereinigt wie vom Hersteller (Qiagen) beschrieben. 



11 



DE 100 41 541 A 1 



Konstruktion eines Expressionsklons zur Expression des p40 Allergens als Fusionsprotein 

[0061] Die komplette cDNA, die fiir das p40 Allergen kodiert, wurde in den Expressionsvektor pET36b (Novagen) 
nach Standaidmethoden (Sambiooket al., 1989) unter Vferwendung der EcoRI und Xhol Restriktionsstellen urnkloniert 
5 Dies geschah in zwei Stufen, da die cDNA eine interne Xhol-Stelle aufwies, Der nocfa fehlende Obergang zwiscben der 
Scquenz, die fiir die Zellulose bindende Domane kodierte und der Sequenz, die fur die Argininkinasc kodierte, wurde rait 
Hilfe der Ohgonukleotid-abhangigen Mutagenese nach Kunkel et aL, (1987) in den Expressionsvektor eingebaut 
[0062] Dazu wurde das Mutageneseoligonukleotid 5*-GGT AGC GGC GTC CAC CAT GGT ATA TCT (XT TCT 
AGA GGG AAA CCG-3* verwendet Der entstandene \fektor pCBDAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpriift 

10 

Expression eines Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindenden Domane und dem p40 Allergen 

[0063] Der Veklor pCBDAKl wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) transformiert und die transfonnierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschtitielt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 

15 ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzenlration) von IPTG (Isorxopyi-P-D-Galaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C weitergeschiittelL Die Zellen wurden durch Zentrifugalion gcerntet, dann wurden die 
Zellen 10 min in Lysepuffer (100 mM KQ, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTT, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et al, 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 x g und 4°C abzentidfugiert Das Fusionsprotein wurde durch ZeUulose-Affinitaischromalographie gereinigt wie 

20 vomHersteller (Novagen) beschrieben. 

Test des rekombinanten p40 Allergens mil Hexahistidintag und des Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindenden Do- 
mane und dem p40 Allergen auf IgE-Reaktivit5t 

25 [0064] Das gereinigte p40 Allergen mit einem Hexahistidintag wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 
10 ug pro cm auf einem praparativen 12,5% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf Nitrozellulose geblotlet und 
mit jenen Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpuncteUa 
Larven getestet worden waren. 

[0065] Das gereinigte rekombinante Fusionsprotein wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 5 ug pro 
30 cm auf einem praparativen 124% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf Nitrozellulose geblottet und mit jenen 
Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpuncteUa Larven posi- 
tive Signale ergeben hatten. 

Test der oben beschriebenen Parienten und Normalpersonen auf IgE^AntikOrper gegen das rekombinante p40 Allergen 
35 mit Hexahistidintag 

[0066] A lie Seren der oben beschriebenen Parienten und Normalpersonen wurden auf gleiche V\feise wie oben be- 
schrieben auf IgE-Antikorper gegen das gereinigte p40 Allergen mit Hexahistidintag getestet (Fig, 1, 2, Tabelle 1), Bei 
diesem Versuch zeigte sich eine Reaktivitat nur im Molekulargewichtsbereich bei 40 kDa, desbalb ist ein schmalerer 
40 Ausschnitt der Immunoblots unter den Blots mit Larvenproteinen dargestellt. Insgesamt waren 10 von 90 "Indoor^-All- 
ergikem positiv, 3 von 12 Atopikem mit 'Tndoor'-Allergie und einer von 20 Pollenallergikern ohne angegebene allergi- 
schen Beschwerden in mnenraurnen. Das bedeutet, dass 11% der Parienten H1-H90 und 23% der Patienten AH1-AH12 
IgE gegen Larven der Dorrobstmotte hatten. 

45 Test von Parienten und Normalpersonen auf IgB-Antikdrper gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein mit Zellulose- 

bindender Domane 

[0067] Eine Auswahl der oben beschriebenen Seren wurde auf IgE gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein gete- 
stet (Beispiele in Fig. 7). Auch das rekombinante p40 Fusionsprotein war geeignet, IgE-Antik6rper gegen das natiiriiche 
50 p40 Antigen nachzuweisen. 

Beispiel 7 
Hauttests 

55 

[0068] Das gereinigte rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag wurde in steriler 0,9% NaQ-Losung auf 10 ver- 
schiedene Konzentrationen eingestellt: Nr. 1 enthielt 400 ng/ul, die weiteren Proben enthielten absteigende Konzentra- 
tionen von 200 ng/ul (Nr. 2), 100 ng/ul (Nr. 3), 50 ng/ul (Nr. 4), 25 ng/ul (Nr. 5), 12,5 ng/ul (Nr. 6), 6,25 ng/ul (Nr. 7), 
3,13 ng/ul (Nr. 8), 1,56 ng/ul (Nr. 9) und 0,78 ng/ul (Nr. 10). Vor dem intrakutanen Hauttest wurde am kontralateralcn 
60 Arm ein Reibetest mit je 30 ul der Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 2 durchgefQhrt und nach 5, 10 und 20 min so wie 24 h 
abgelesen. Die Negativkontrolle war 0,9% NaO, als Positivkontrolle wurde IfistamiixfihydrocMorid in einer Konzentra- 
tion von 1 mg/ml verwendet Basierend auf den Brgebnissen des Reibetests wurde dann der Pricktest in den Konzentra- 
tionen Nr. 10 bis Nr. 5 durchgefllhrt und jeweils nach 20 min und 24 h abgelesen. 

[0069] Der mottenallergische Patient AH 11 wurde gegen das rekombinante p40 Allergen rmt Hexahistidintag zuerst 
65 im Reibetest und dann im Pricktest untersucht Im Reibetest (Fig. 8b) riefen die Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 6 keine 
Solbrtreaktionen hervctr, die Konzentration Nr. 5 induzierte einen leichten Juckreiz im Probegebiet Nr. 4 rief nach 5-10 
Minuten winzige Quaddeln hervor. Nr. 3 und Nr. 2 riefen multiple Quaddeln (Durchmesser 4- 5 mm) hervor. Diese hat- 
ten nach 15-20 min die maxim ale Auspragung (Fig. 8d) und bildeten sich alle nach 45 min zuruck. 
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[0070] Nach dem Reibetest wurde da- Pricktest mit den gleichen \fenttnnungen (Nt 10 bis Nt 5) in aufsteigenden 
Konzentrationen durchgefflnit (Fig. 8a). Auf die Konzentrationen Nt 10 undNr. 9 wurde keine unmittelbare Hautreak- 
tton beobachtet Qaddeln und Hautr6tung traten in den Konzentiationeri Nt 8 (3,12 ng/|d) bis Nr. 5 (25 ng/ul) auf. Der 
Durchmesser dor Quaddeln war zwischen 7 mm (Konzentranon Nr. 8) und 15 mm (Konzentration Nr. 6) (Fig. 8c) Auf- 
grund der Starke der Reaktionen von den Konzentrationen Nt 8 bis Nt 5 wurden Koozentrationen Nt 4 bis Nt 1 nicht 
getestet. Die Quaddeln wurden zur Dokumentarion bei ihrer maximalcn Auspragung nach 20 min mit einem Still mar- 
kiert und bddetcn sich nach 45 mtn spontan zuruck. 

[0071] Bei der Ablesung nach 24 h wurden innerhalb der markierten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reak- 
honenakzemaloide Papeln als Spatphasemeaktion des Pricktests beobachtet (Fig. 9d). Der kontralaterale Arm, an dem 
S b ^ < ^? U ^ h£CflIhrt W0ldcn waz " "^te eine ausgeprSgte ekzematose Reaktion im Gebiet der Konzentrationen Nt 
6 bis Nt 4 (Fig. 9a, c), wahrend bei den niedrigeren Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 7 keine ekzematose Reaktion beob- 
achtet wurde (Fig. 9b). 

Beispiel8 

Immunoblot-lnhibidon und Nachweis der KreuzreaktiviUt des p40 Allergens mit Allergenen versebjedener Spezies 

[0072] Aus der literatur ist bekannt, daB eine enzymatische Aigininkinaseakli vital praktisch in alien untersuchten In- 
vertebraten vorkommt. Urn zu uberprOfen, welche immunologische AhnUchkeiten zwischen dem p40 Alleigen der Dorr- 
obstmotte und den Homologen in anderen Spezies bestehen, wurde ein Immunoblot-Inhftitionscxperiment duichgefuhit 
AUaqgenMtakte aus der Milbe (Dermatophagoides pteronyssinus), Kiicbenschabe (Blanella gennanica), Gamele (Pena- 
eus monodon), Hummer (Homarus gammarus), Miesmuschel (Mytilus edulis), und Kabeljau (Gadus moihua) als einzi- 
gem Vertebraten wurden entweder eingekauft (Milbe und Schabe) oder aus fiisch eingekauftem, ungekochteo Muskel- 
neiscb prapanert. 

[0073] DieGesamtallergene von derMilbe und der Kucbenschabe staramten von Pharmacia/AUeigon. Die verschiede- 
nen Meeresfrflchte wurden in rnscfaem, ungekochten Zustand auf dem Naschmarkt in \Wen erworben. Es wurde so gut 
wie mogbch nur Muskelfleisch vcrarbeitct. Die verschiedenen Proben (1 -5 g) wurden in flussigem Stickstoff eingefro- 
re "' ln ^^r^ h ^, zcm * en ^ imt 3ndpro 8 Probe in eiskaltera bidest. H 2 0 mit 5 mM PMSF (Phenylroethansulfo- 
nylfluond) 1 h bei 4X gerahit Em \folumen Auftragspuffer (Fling und Gregerson, 1 986) wuide zugesetzt und die Pro- 
ben wurden 10 mm bei 95% denatiinert, unldsliche Bestandteile wurden 10 min bei 14500 Upm und 4°C abzentrifb- 
SS^Tm J e ^^Jjkonz^itralion der Extrakie wurde auf einem Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrykmidgel abge- 
fei ge^ten*" P^pamivc Gele mit 200 pg Protein pro cm gefahren, auf Nitrozelhilose geWottct und in Strei- 

S^l™^ ^fTA^iT 1 . 011 den Patie " ten H89 m2 wurdE ' m Konzentrarion 1 : lOmitPuf- 
£ V £ J^f f i ?7\ ^i^ aH2P ° 4 ' (V/V) 1Ween 2°' 0,5% (w/v > Rindersennnamumin, 0,05% (w/v) NaN 3> 
S£f/^ mt * Li^!| T T^ cntwcder 10 Hg des rekombinanten p40 AOergeas mit Hexahistidintag in 
^lw m P ^f r ^" b T Nacht 4 C P^nkubiert, und dann wurde je nut einem Streifen Nitrozelhilose mit 

h^L?!^? unters " chten , In vertebratenspezies reagierten die Seren rrrit ciner Bande im Bereicb von 40kDa, die 
d^h Pramkubancn mit dem rekombmanten p40 Allergen aus der Ddnobstmotte entweder ausgeloscht (Dflnobshwitta, 
Hausrtaubmilbe) oder abgeschwacht (Klichenschabe, Gamele, Hummet Miesmuschel) wurde (Fig. 10). Im fotraktaus 
Kabeljau gab es mrane Reihc yon allergenen Proteinen, aber keines von ihnen wurde dutch Prainkubation mit dem 
p40 Allergen aus der Motte teilweise oder vollstandig inmbiert 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Quchene, Michael 



<120> Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pdemd 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1294 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 



10 



is 



20 



25 



<220> 

<221> CDS 30 
<222> (25).. (1089) 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gcc get acc ctt gag aaa 51 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys 
1 5 

ttg gag get ggc ttc age aag ctt gcc gcc tec gac tea aag teg ctg 99 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 

ctg aag aaa tac etc acc agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 147 
Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 
30 35 40 

aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 195 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser lie Gin Ser Gly Val 
45 50 55 

gag aac tta cat teg ggt gtt gga att tat gcc cca gat get gag gca 24 3 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 .65 70 

tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ccc ate att gaa gat tac cac 291 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro lie lie Glu Asp Tyr His 
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10 



20 



35 



45 



50 



55 



60 



65 



aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac.cct ccc aag aac tgg gga gat 339 

Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 
90 95 100 105 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat cct get ggt gaa ttt gtt gtc tec 387 

Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser 
110 115 120 



acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 435 
Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 
15 125 130 135 



tgc tta aca gag gec caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 483 
Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 



aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 531 

25 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 

aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 579 

30 Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu lie Asp Asp His Phe 
170 175 180 185 



ctg ttc aag gag ggt gat cgc ttc etc cag gec get aac get tgc cgc 627 
Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 
190 195 200 



40 ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 675 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly lie Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 
205 210 215 



ctg gta tgg tgc aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tec atg caa 723 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu lie Ser Met Gin 
220 225 230 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 771 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
235 240 245 

aac gac ate gcg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 819 
Asn Asp He Ala Lys Arg He Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
250 255 260 265 

ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gca teg 8 67 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 
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270 275 280 

gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gec gac aag gec aag ctg gag 915 

Val His lie Lys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 
285 290 295 

gag gtg gec age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc acc cgc ggc gag 963 

Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 

300 305 310 

cac acg gag gec gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 

His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gec gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 

Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He 
330 335 340 345 

get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatctcg 1109 

Ala Glu Leu He Lys He Glu Lys Ser Leu 
350 355 



10 



15 



20 



25 



30 



cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 

gagggegaca etagtcageg gecttgageg gggcegggea cgcgggcggc ccactatact 1229 35 

gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gacagctagc gttaagacaa 1289 
aaaaa . 1294 



40 



<210> 2 
<211> 355 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 ' 5 10 15 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 
20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser lie Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu His Ser Gly Val 65 
50 55 60 



45 



50 



55 



60 
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Gly lie Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu 
65 70 75 80 

5 

Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 
85 90 95 

10 Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val Giu Thr Leu Gly Asn Leu 
100 105 no 

^ Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 
115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 140 



25 



30 



Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 
145 150 155 160 

Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 
165 170 175 

Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 
180 185 190 



35 Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 
195 200 205 

He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu 
40 210 215 220 



45 



50 



Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 
225 230 235 240 

Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 
24 5 250 255 

Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 
260 265 270 



55 Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 
275 280 285 

a Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 
290 295 300 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala Glu Gly Gly 



65 



305 



310 



315 



320 
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Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 
325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 
340 345. 350 

Lys Ser Leu 
355 



<210> 3 
<2H> 1092 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) . , (885) 



15 



20 



25 



<400> 3 

acaggacagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 30 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 

cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gec atg 102 35 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 
10- 15 20 

40 

tgc gag cag cag gec aag gac gec aac etc cgt get gag aag gec gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
25 30 35 40 

45 

gag gag gec aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 198 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 
45 50 55 



ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gec aag ctg gaa 24 6 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 
60 65 70 



50 



55 



gag aaa gag aaa get ctt cag aac get gag tec gaa gtc get gee etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 

75 80 85 ^.60 

aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 

65 
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90 95 100 

5 cgc etc gec acc gec aca gec aaa ctg tec gaa gec age cag get gee 390 
Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 
105 110 115 120 



10 



15 



20 



25 



40 



50 



55 



gat gag teg gaa cgt gec cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 
125 130 135 

gat gaa gag cgt atg gac get ttg gag aac cag ctg aag gaa gee agg 486 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 
140 145 150 

ttc ctt get gag gaa gee gac aag aaa tac gat gag gtt get cgt aag 534 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys 
155 160 165 



ctg gee atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gee gaa 582 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
30 170 175 180 

tec ggc gaa tec aaa ate gtc gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 630 
Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
35 185 190 195 200 

ggc aac aac ttg aaa tec ctg gaa gtc tec gag gag aag gee aac caa 678 
Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 
205 210 215 



cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 726 
45 Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin He Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 
220 225 230 



aag gag get gag gee cgc get gag ttc gec gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 240 245 

ctg caa aag gag gtc gac agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 822 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys 
250 255 260 



^ gag aaa tac aaa gat att ggt gac gac ctg gac acc ccc ttc gtc gag B70 

Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 270 275 280 

65 etc ate etc aag gaa taaactcctc acgttggtca cctgggcctg tcccatgcgg 925 

Leu He Leu Lys Glu 
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285 

ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala lie Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 
20 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 
35 40 45 

Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 80 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu 
85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 
100 105 110 

Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
115 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 140 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 
165 170 175 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys lie Val Glu 
180 185 190 

Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
195 200 205 

l0 Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu 
15 225 230 235 240 . 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 245 250 255 

Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp lie Gly Asp 
260 265 270 

25 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu lie Leu Lys Glu 
275 280 285 

30 

<210> 5 
<211> 2230 

35 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13) (2127) 

* <400> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gec ctg 51 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 

50 1 5 10 

gec gcg ggc aac acc ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 15 20 25 

aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 
60 30 35 40 J 45 

ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
^ Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys 

50 55 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gec age ata gag aac tat tct gac 243 

Val Gly Lys Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp 

65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 291 

Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met 

80 85 90 



10 



ccc aaa get tac aca ttc tec att ttc tac gac agg cag aga gaa gaa 339 

Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 

95 100 105 is 

get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 

Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 
H° 115 120 125 



20 



ttc tac aag act gta gee tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 
130 135 140 



25 



ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tct gat ace aca 4 83 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr 30 
145 150 155 



gga ate gtc tta cca get cca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 531 
Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 
160 165 170 



35 



aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 579 ^ 
Asn Met Tyr Thr lie Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
175 180 185 

ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 *s 
He Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
190 195 200 * 205 

aat aac tac tat tat tac tac aac tac tct aat ccc ttg acg tac aga 675 50 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 
210 215 220 

55 

aat cag gag tac aga ttg tct tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp lie Gly Trp Asn 
225 230 235 

60 

tct tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 

65 
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10 



15 



20 



35 



45 



50 



55 



60 



65 



gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 819 
Glu Asp Phe lie Gly lie Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr 
255 ,260 265 

tac ttc tat cag caa etc ttg tct cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 867 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
270 275 280 285 

aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 915 
Asn Gly Leu Gly Glu lie Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
290 295 300 

agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gee tat ccg ttt get 963 
Ser Gly Tyr Tyr Pro Ala lie Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 
305 310 315 



caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac 1011 
25 Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 
320 325 330 

ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 1059 
30 lie Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 340 345 



att ggc cag ttt aag gca ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tec 1107 
lie Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
350 355 360 365 

^ aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg 1155 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 
370 375 390 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 1203 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 
385 390 395 

ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg ace tec gac aat tac 1251 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
400 405 410 

gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 1299 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
415 420 425 

ccc gee ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1347 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
430 435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 1395 
Tyr Lys Glu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 
450 455 460 

ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act ace ttc .ttc 1443 
Gly Val Lys He Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 
465 470 475 



10 



gag tac tat gac ttc aac gec acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 1491 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 

480 485 490 15 

gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 1539 
Glu lie Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 

495 500 505 20 



aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
510 515 520 525 



75 



gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu *> 
530 535 540 



ggt cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 1683 
Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 
545 550 555 



35 



gac tgg ttc acc cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 1731 ^ 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 570 

aaa tct gag gaa ttc ttc ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 « 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 585 

aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 1827 50 
Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 
590 595 600 605 

gaa gac tac gac tct atg cca age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 
Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 
610 615 620 

€0 

ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc ttc gtc ttc* gtg tac cca tac caa 1923 
Pro Gly Gly Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 
625 630 635 

65 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gac aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn lie He Leu Asp Asn 
640 645 650 

5 

aaa cct ttg ggc tat cca ttt gac cgt cct gtc gag tac ccg tat etc 2019 
Lys Pro Leu Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu 
io 655 660 665 

» 

ttc tta caa cct aat atg tac ttt gaa gac gtc aat ate tac cac aga 2067 
Phe Leu Gin Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg 
15 670 675 680 685 

ggc cct caa tac ccc tgg tgg agt aat ggc caa ttc cgt ctg aat gaa 2115 
^ Gly Pro Gin Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu 
690 695 700 

gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
25 Val Pro Arg Gin 
705 

gctagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 

30 

aaa 2230 



35 

<210> 6 
<211> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 
45 1 5 10 15 

Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
20 25 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

60 Gly Tyr Asp He Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
65 70 75 80 

Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 



50 
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85 



90 



95 



Tyr Thr Phe Ser lie Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys He 
100 105 HO 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 
115 120 125 

Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 
130 135 140 

Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly He Val 
1^5 150 155 160 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 
165 170 175 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 
180 185 190 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 

Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp Phe 
245 250 255 

He Gly lie Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 
260 265 270 

Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 280 285 

Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 
290 295 300 

Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg Pro 
305 310 315 . 320 

Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 
325 330 335 



Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin He Gly Gin 
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345 350 



Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser He 
355 360 365 

Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 
10 370 375 380 



15 



20 



Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He He Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 
405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 
420 425 430 



25 Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin Tyr Lys Glu 
435 440 445 

Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 
30 450 455 460 

lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 

465 470 475 480 



35 



40 



Asg Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 

485 490 495 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 

500 505 510 



45 Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 
515 520 525 



50 



55 



60 



65 



Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 
530 535 540 

Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 



545 



550 



555 



560 



Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 
565 570 575 

Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 

580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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600 605 



Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met 
610 615 

Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe 
625 630 

Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn 
645 

Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val 
660 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val 
675 680 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin 
690 695 

Gin 
705 



Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Gly 
620 

Val Tyr Pro Tyr Gin Ala Leu Ser 
635 640 

lie lie Leu Asp Asn Lys Pro Leu 
650 655 

Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 
665 670 

Asn lie Tyr His Arg Gly Pro Gin 
685 

Phe Arg Leu Asn Glu Val Pro Arg 
700 



<210> 7 

<211> 1076 

<212> DNA 

<213> Plodia intezpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73).. (834) 

<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val lie Val Thr Gly Ala 
1 5 io 

age tec ggt att gga gca get aca get gtg ttc eta teg aaa eta ggc 159 
Ser Ser Gly He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 

get aag ctt tct ctg acg gga cgt aac gtc gag aat ctt aag aaa gtt 207 
Ala Lys Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val 
30 35 40 45 



29 



10 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gec gee gac 255 
Ser Gin Asp Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp 
50 55 60 

tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age acc att gat 303 
Leu Thr Lys Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr lie Asp 
65 70 75 



aaa tac ggc caa ctt gac gtc ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
15 80 85 90 

act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gec cag tac gac agg tta atg 399 
2Q Thr G1 y Ser Ile G lu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
95 100 105 

aat aca aat gtg cgc tea att tat tac tta acc atg ctg gca gtc cca 447 
M Asn Thr Asn Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 
110 US 120 125 

cac ctt etc aaa acc aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 4 95 
30 His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 
130 135 140 



ggg ate agg tct ttc cct ggt gta ctg get tac aat gtt teg aag tea 543 
Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 
X45 150 155 

get gta gat cag ttt aca aga tgt gtt gca ctt gaa ttg gee ccg aaa 591 
Ala Val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys 
l g 0 165 170 

ggg gta cga gtt aat tgt gtg aat cca gga gtc att ttg aca gaa ctg 639 
Gly Val Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu 
1 ? 5 180 185 

cag aag cgt ggg ggt ttg aac gac cag cag tat gca gca ttt ctg gag 687 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
190 195 200 205 

aga acc aag gag aca cat gee ttg ggc egg ccg gga aaa ccg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 
210 215 220 

gtt gca get act att get ttc ttg gec agt gaa tta gca age aat ate 783 
Val Ala Ala Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He 
225 230 235 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 1076 



lie Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 
20 25 30 



10 



15 



20 



<210> 8 

<211> 254 M 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 

<400> 8 30 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 
15 10 15 
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Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 40 
35 40 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp Leu Thr Lys 

50 55 60 45 

Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp Lys Tyr Gly 
65 70 75 80 

so 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 
85 90 95 

He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 
100 105 HO 

Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu 60 
115 120 125 
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Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 



65 



31 



DE 100 41541 Al 



130 .135 140 

5 Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser Ala Val Asp 
145 150 155 . 160 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 
165 170 175 

Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val lie Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 
15 180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 
195 200 205 

20 

Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 
210 215 220 

25 

Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 

30 Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 
245 250 
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Patentanspriicbe 



1. NukleinsSure, kodierend fDx cin alleigcncs Polypeptide umfasscnd 

(a) eke derin SEQ ID No. 1, 3, 5 oder 7 dargestellten Sequenzen oder ein Fragment davon, welches fur eine 
allergene Detemrinante davon kodiert, 

(b) eine von einer Sequenz gemafi (a) auf Grund der Degeneration des genetischen Codes abweichende Se- 
40 quenz, 

(c) eane Sequenz mit einer Identity > 80% zu einer der Sequenzen von (a) oder/und (b) oder 

(d) eine Sequenz, die mit einer der Sequenzen gemMB (a), (b) oder/und (c) unter stringenten Bedingungen hy- 
bridisiert. 

2. Nuldeinsaure, umfassend einen Bereich, der fur ein Polypeptid mit einer SEQ ID No. 2, 4, 6 oder 8 dargestellten 
45 Sequenz kodiert 

3 ; Rekombinantes DNA-Molekiil, das (a) eine Nukleotidsequenz, die fiir ein Polypeptid kodiert, das die Antigeni- 
zitSt der AUergeoe p40 mit der Aminosauresequenz in der SEQ ID No. 2, p33 mit der Aminos auresequenz in der 
SEQ ID No. 4, p84 mit der Ammosauresequenz in der SEQ ID No. 6 oder p27 mit der Aminosauresequenz in der 
SEQ ID No. 8 besitzt und aus Arthropoden abgeleitet ist, oder (b) eine Nukleotidsequenz, die mit einer Niikleotid- 
50 sequenz (a) unter stringenten Bedingungen hybridisiert, aufweist 

4. Rekombinantes DNA-Molekfll nach einem der Ansprflche 1-3, das eine Nukleotidsequenz umfafit, die fur ein 
Polypeptid kodiert, das eine antigenc Kreuzreaktivitfit und eine Identitat > 50% mit dem p40 Allergen, dem p33 All- 
ergen, dem p84 Allergen oder dem p27 Allergen oder ihren Homologen aus anderen Arthropoden besitzt 

5. Vektoi; umfassend eine NukleinsSure nach einem der Anspruche 1-4 in operativer \ferknupfung mit einer Ex- 
55 pressionskontrollsequenz. 

6. Rekombinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Klonierungssystem, die eine Expressionskontrollsequenz be- 
sitzen, die operativ mit einem rekombinanten Molekul wie in Anspruch 3 oder 4 beschrieben, verkniipft ist 

7. Rekombinanter Expressionsvektor, der eine Expressionskontrollsequenz besitzt, die fiinktionell mit einer Nu- 
kleotidsequenz verknupft ist, die unter stringenten Bedingungen mit einer Nukleotidsequenz taybridisiert, wie sie in 

60 SEQIDNos.l,3,5oder7angegebenisL 

8. Zelle, transfbrmiert mit einer Nukldnsihare nach einem der Anspruche 1-4 oder einem \fektor nacb einem der 
AnsprQche 5-7. 

9. Allergenes Polypeptid, kodiert durch eine der Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1-4. 

10. Polypeptid nach Anspruch 9 mit einer in SEQ ID No. 2, 4, 6, oder 8 dargestellten Aminosauresequenz oder all- 
65 ergene Fragmente davon. 

1 1 . Polypeptid, das mit einem Polypeptid nach Anspruch 9 oder 10, insbesondere mit einem Polypeptid der SEQ ID 
No. 2, 4, 6 oder 8 immunologisch kreuzreaktiv ist 

12. Polypeptid nach einem der Ansprflche 9-11, dadurch gekennzcichnet, dass es mit einem heterologen Peptid 
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oder Polypeptid fusiorriert ist 

13. Ein Polypeptid nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet dass das heterologc Pcptid oder Polypeptid eine 
zellulosebindende Domane, p-Galaktosidase oder Glutathion S-Transferase isL 

14. \ferwendung eines Polypepdds nach Anspruch 9-13 oder von Fragmenten eines solchen Polypeptids als Irnmu- 
nogen zur Herstellung von Anlikoipern. 

15. Antikorper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 9-13. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend: 

(a) eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1-4, 

(b) einen iekombinanten Vektor nach einem der Anspriiche 5-7, 

(c) eine Zeile nach Anspruch 8, 

(d) ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 9-13 oder/und 

(e) einen Antikorper nach Anspruch 15. 

17. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 16 zur Herstellung eines diagnostischen und/oder thera- 
peutischen Mittcls. 

18. Verwendung nach Anspruch 17 fur die Therapie odei/und Diagnose von alleigischcn Erkrankungen. 

19. Verfahren zur Diagnose, bevorzugt in vitro, einer AUeigie gegen Arthropodenproteine, wobei man eine Probe 
einer K6rperflussigkeit aus dem Patienten, in der Antikorper gegen das Arthiopodenprotein vermutet werden, mit 
einem Polypeptid nach Anspruch 6-13 unter Bedingungen in Kontakt biingt, die die Bildung eines Komplexes zwi- 
schen dem Antikorper und dem Polypeptid ermoglichen, wonach der Komplex gcmessen wird und zu der Menge 
des Antikorpers in der Probe in Beziehung gesetzt wird, wobei ein erhohter Spiegel als Zeichen einer Allergie gegen 
das Aithropodenprotein gewertet wird, die das Polypeptid enthalt 

20. \ferfahren zur Messung, vorzugsweise in vitro, einer zelluiaren Immunieaktion, wobei ein rekomhinantes oder 
synthetisches Protein oder Polypeptid nach einem der AnsprOche 9-13 zur Stimulation der zelluiaren Immunreak- 
tion verwendet wird. 

21. \ferfahren zur Bestimmung von Arthropodenallergenen in Proben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
kennzeichnet dass man die Argimnkmaseaktivitat (EC 2.7.3.3) in den Proben bestimmt 

22. Verfahren zur Bestimmung von Arthropodenallergenen in Proben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
kennzeichnet dass man das \*>rhandensein einer Nukleinsaure nach Anspruch 1-4 oder eines allergene Polypeptids 
nach Anspruch 9-13 bestimmt 

23. Verfahren zur Bestimmung von Arthropodenallergenen in Proben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
kennzeichnet dass man das Vbrhandensein der Allergene p40, p33, p84 oder p27 oder ihrer Homologen bestimmt. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass man das Vbrhandensein eines p40 Homologen aus 
Milbe oder Motte bestimmt 

25. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, das ein synthetisches oder rekomb in antes Polypeptid nach An- 
spruch 9-13 enthalt und zur Hyposensibilisierung ammuntherapie) von Patienten mit Allergie gegen p40, p33, p84 
oder p27 oder ihrer Homologen eingesetzt werden kann. 

26. 'Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels fur die passive oder akti ve Immuntherapie, das solcbe Pragmente 
oder leilpeptide des Polypeptids der Erfindung enthalt die zwar ein Epitop oder mehrere Epitope, insbesondere 
IgE, IgG oder IgA-Epitope, des p40, des p33, des p84 f oder des p27 Allergens oder ihrer Homologen umfassen, aber 
nicht oder nur in einem stark emgeschrankten MaB zu einer anaphylaktischen Reaktion fUhren kormen. 

27. Verwendung einer Arginmkinase zur Herstellung eines Arzneimittels oder/und eines diagnostischen Mittels zur 
Behandlung von allergischen Erkrankungen oder/und zur Bestimmung von Allergenen. 

28. Verwendung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass eine Argininkinase aus einer Motte oder aus ei- 
ner Milbe verwendet oder bestimmt wird 

29. "verfahren zum Nacfaweis einer Allergie, bed dem die Dorrobstmotte, Extrakte davon oder einzelne Bestandteile 
davon zur Bestimmung der Allergie eingesetzt werden, 

30. Allergen, dadurch gekennzeichnet dass es sich urn eine Argininkinase handelt 

31. Allergen nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet dass es sich um eine Argininkinase aus einer Motte oder 
einer Milbe handelt 



Hierzu 11 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEITE3 



Nummer: 



DC 10041 541 A1 
C07K 1^/00 

14. Mirz 2002 



Int. CI. 7 : 

OfTenlegungstag: 



Fig. 3 



1 TCAAGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 



2s atggtggaok:cgctacx:cttgjigaaattggag© 

1MVDAATLEKLBAGFSKLAAS 
85 GACTCAAAGTCGCTGCTGAAGAAATACCTCACCAGGC3AGOT 

21 DS KSL LKKYLTREVFD ALKN 

145 AAGAAGACCTCATTTGGTTCAACTCTCCTGGATO 
41KKTSPGSTLLDSIQSGVBNL 

205 CATTCGGGTGTTGGAATTTATGCCCCAGATGCTGAGGCATATGTACT 
61HSGVGIYAPDAEAYVVFADL 

265 TTCGACC CCAT CATTGAAGATTACCACAATGGCTTCAAGAAAACCG ACAAGC AC CCTC CC 
B1FDPI IEDYHNGFKKTDKHPP 

325 AAGAACTGGGGAGATGTTGAGACCCT CGGGAACTTGGATCCTGCTGGTGAATTTGTTGTC 
101 KNWGDVBTLGNLDPAGBFVV 

3 85 TCCACC CGTGTCCGCTGCGGT CXSCTCCATGGAAGGCTACKICATTCAACCCCTO 

121 STRVRCGRSMBGYPFNPCLT 

445 GAGGCCCAATACAAGGAAATGGAAGASAAAGTCTCCTCC^ 

141 EAQYKEMEBKVSSTLSGLBG 
505 GAACTGAAAGGCACCTTTTTCCCACTCACAGGCATG 

161 SI/KGTFFPLTGMSKETQQQL 
565 ATTGATGACCACTTCCTGTTCAAGGArSGGTGATCGCTO 

181IDDHFLFKEGDRFLQAANAC 

625 CGCTTCTGGC CCTCCGGTCGTGGCATCTAC C^CAATGAGAACAAGACTTTCCTGGTATGG 
201RFWPSGRGIYHNENKTFLVW 

685 TGCAATGAGGAGGACCACCTCCGTCTGATCTCCATGO^ 

221 CNBEDHLRLI SMQ-MGGDLKQ 
745 GTGTACAAGAGGCTGGTGAGGGGAGTGAAOTACATO^ 

241 VYKRLVRGVND IAKRIPFSH 
805 AACGAGCGGCTGGGCTTCCTGACTTTCTGCC^ 

261NBRLGFLTFCPTNLGTTVRA 
B65 TCGGTG^C^TCAAGCTGCCCAAGCTGGCGGOX^ 

281SVHIKI.PKLAADKAKLBEVA 
325 AGCAAGTACCACCTGCAGGTGCGCGGCACCCGCGGCGAG 

301SKYHLQVRGT RGEHTEAEGG 
985 GTCraCGACATCTCCAACAAGAGGCGCATGGGACTCA 

321 VYDISNKRRMGLTEYBAVKE 

1045 ATGTACGAXTGGCATCGCTGAACTGAT CAAAATCGAGAAATCCCTGTAAGATGTTTAACGA 
341 MYDG XABXiIKIEKSL* 

1105 TCTCGCGCTATCAGTATTTTTTGTATTATTTATC 

1165 GGGGOSAGGGCGACACTAGTCAGCGGCXriTOAGCGGGG^ 

1225 ArACTCTTTCGTAAAAGTATTGTCTATAA 

1285 GACAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEITE4 



Nummer; 
Int. a. 7 : 

OfTenlegungstsg: 



DE 10041 541 A1 
C07K 1W0 

14. Marz 2002 



Fig. 4 



1 ACAGGACMTAGACACACAAAGCCACCACCATGGACGCOATCAAGAAGAAGATG 



61 ATCAAGCTGGAGAAGGACAACGCTTTGGACCGCGCTGC^ 

11MKLEKDNALDRAAMCBQQAX 

121 GACGCC^CCTCXZGTGCTGAGAAGGCCGAGGAGGAGGCCAGACA^ 
31DANLRAEKAEEEARQLQKKI 

181 CAQACGATTGAGAACGATCTGGACCAGACGCA^ 
51 QT I ENDLDQTQEALMQVN AK 

241 CTGGAAGAGAAAGAGAAAGCTCTTCAGAACGCTGA 
71X.EEKBK ALQNABSEVAALNR 

301 CXH7VTCX:AACTGCTGGAAGAGGACCTO 
91RIQLLEEDLBRSBERLATAT 

361 GCCAAACTGTCCGAAGCCAGCCAGGCTGCCGATGAGTC^ 

111 AKLSEASQAADE S BRARKVL 
421 GAGAACAGGTCATTGGCTGATGAAGAGCGTATGGACGCT^ 

131 ENRSLADEBRMDALEMQLKE 

481 GCCAGGTTCCTTGCTGAGGAAGCCGACAAGAAATACGATGAGGT^ 
1S1ARFLAEBADKKYDEVARKLA 

541 ATGGTTGAGGCTGACCTGGAGCGCGCGGAGGAGCGTGC^ 

171MVEADLERAEERAESGKSKI 
601 GTCGAGCTTGAGGAAGAACTGCGCGTGGTTGG 

191 VELBEELRVVGNNLKS L E V S 
661 GAGQAGAAGGCCAACCAA05TGAGGAGGAGTACAAAAATCAGA 

211 EBKANQR E E E Y K N Q I KTLTT 
721 CGCCTAAAGGAGGCTGAGGCCCGCGCltSAOTTCGCC^ 

231 RIiKEAEARAEFA ERSVQKLQ 

781 AAGGAGGTCGACAGGCTTGAAGACGAACTGGTGGCTGAGAAGGAG 

251 KEV DRLBDELVAEKEKYKDI 

841 GGTGACGAarrcOACACCCCCTTCGTCGAGCTCATC 

271 GDDLDTPPVELILKE* 

901 GGTCACCTGGGCX!TGTrcCATGCGGGGCAGACCC 

961 CCGCCAGCGATTCAACATCTGTACAGATGTTATATTCATT^ 
1021 TAAATCTATAGTTTTATGGCGGTATTTATTTTCGAGTAAW 
1081 TATTTAAAAAAA 



1 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 Nummer: DE 10041 541 A1 

Inta 7 : C07K1W0 

Offenlegungstag: 14. Marz 2002 

Fig. 5 



1 GGTGQQTGGACGATGAAGACTQTCCTGATCTTAGCTGGCCTCGTC 

1 MKTVLILAGLVALAAG 
61 AACACCTTCCCGGTATTCAGATATGACCACGTCGAAACT^ 

17NTFPVFRYDHVBTRKLEGDL 

121 TTACAGTACCAGTCGAAATTTCTGTCTCTTCTTQAGAATG TGAGACAGATTGACTACGAA 
37LQYQSKPLSLLBMVRQIDYB 

181 GCGGAGT ACTACAAAGTTGGCAAGGGTTACGACATCGTAG CCAGCATAGAGAACTATTCT 
57AEYYKVGKGYDIVAS IBNYS 

241 GACCAAGATGCAGTCAGGGCGTTTGCTGGTCTTCX3 
77DQDAVRAFAGLREIGFMPKA 

301 TACACATTCTCCATTTTCTACGACAGGCAGAGAGAAGAAGCT 
97YTFSXFYDRQRBBAKIIYDL 

361 TTCTACAGCGCTAAAGATTTGGACACTTTCTACAAGACrGTAG 

117FYSAKDLDTFYKTVAYGRIY 
421 TTCAACGAGTATC^GTTCATGTATGCTTTCTATGCTGCGAT^ 

137FNEYQFMYAFYAAIIQRSDT 
481 ACAGGAATCGTCTTACCAGCTCCATATGAACTGTATCCTG 

157 TG I V L PA PYELYPE YFLNMY 

S41 ACGATCCAAAGAATGTACCGAACACAGATGCAAAGTGGTATATTC 
177TIQRMYRTQMQSGIFNBEVA 

601 AGTAACTATGGTATCTGGAAGATGGATAATAACT^ 

197SNYGIWKMDNNYYYYYNYSN 
661 CCCTTCACGTACAGAAATCAGGAGTACAGATTGTCTTATTTGM 

217PLTYRNQEYRLSYLTEDIG W 
721 AACTCTTACIATTACTACTTCCACAATC^ 

237 N6YYYYFHKLMPFWGKGEDF 

781 attggtatcttgaaggaacxm:cgtggagaattct 

257 IG1FKBRRGBFYYYFYQQLL 
841 TCTCGTTACTACCTTGAGCGTTTGACT 

277 SRYYLBRLSNGLGEIPDFSW 
901 TACCAACCTCIXaAGGAGTGGTTACTATCCAGCTAT^ 

297 HQPLRSGYYPAIYTSSAYPF 

961 GCTCAACGTCCCAACTATTATTACATGGGAACTGAAGAAAATGTTG^ 
317AQRPNYYYMGTEBNVDYIQF 

1021 CTTGATGCTCaGGAAAAGAGCTTTGTGa^^ 
337 LDAQEKSFVQFLQIGQFKAF 

1081 AAACAAGATGTAGACTTCCGCAACTCCAAGTCAATAAACTTT^ 
357 KQDVDFRNSKSINFVGNFWQ 

1141 GGAAACCCGGACCTGTACGATAACTAOK3AAGGGAAGTAAACTA 
377 GNPDLYDKYGREVNYDDSYB 

1201 ATCATCGCTCGCCGCGTGCTTGGTGCTGCTCCTCCGACCT 
397 IIARRVLGAAPPTSDKYBFV 

1261 CCGTCTGCTCTGGACTTCTACCAGAC^^ 
417 PSALDFYQTSLROPA FYMLY 
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ZEICHNUNGEN SEfTt 6 



Nummer: 



DE 10041 541 A1 
C07K 10/00 

14. Marz 2002 



Int Q. 7 : 

Often! egungstag: 



1321 AACAAGATCATGAGCTACATTGTACAGTACAAGGAATGGTT^ 
437 N K I K S YIVQYKEWLE PYDQB 

1381 GTACTTCACTACTCCX^TGTCiUUSATCAA 
457 VLHYSGVKINDVSVGNLT TF 

1441 TTC6AGTACTATCACTTCAACGCCACCAATGCAGTTTTCTT 
477 FEYYDFNATNAVFLSDQEIQ 

IS 01 CAACAATATTCTTCATTCATCGTACGTCAAC CGCGTTTGAACCACGAACCTTTCTCCGTG 
497 QQYSSFIVRQPRLNHEPFSV 

1561 ACCATCGATGTTAAGTCTGACGTTQAGGOTGAAGCGT ACTT CAAGATC^TTGTTGGTCCT 
517 TIDVKSDVEAEAYFKI F V G P 

1521 AAATATGATGGAGAAGGTCGCCCTCTTAGCTTGGAAGATAACTGGATGAAC^ 
537 KYD G E GR PLS L E DNWMNFVE 

1681 TTGGACIX3GTTCACCCACAAATTGACGTCAGGACAG 
557 LDWFTHKLTSGQNKVERKSE 

1741 GAATTCTTCTTCTTTAAAGAGGACTCCGTCTC^ 
577 EFFFFKEDSVSMSKIYELLK 

leoi CAGGGCCAGGTACCTGAAAGCATGTCCGAAGACrACGACTCT 
597 QGQVPESMSEDYDSMPSRLM 

1861 TTGCCCAGAGGCACTCC^GGTGGTTTCCCTGTACAGTTCTTCGT 
617 IjPRGTPGGFPVQFFVFVYPY 

1921 CAAGCTCTCAGCAAAGACCTAGAGGCTATGAAGAATAT catccttgacaacaaacctttg 

637 qalskdlbamkni i i* d n k p l 

1981 ggctatccatttgaccgtcctgtcgagtacccgtatctc 
657 g ypfdrpveypylflqpnmy 

2041 TTTGAAGACGTCAATATCTACCACAGAGGCCCTCAAT ACC CCT CAA 
677 FEDVNIYHRGPQYPWWSNGQ 

2101 TTCCXmrTGAATGAAGTACCTAGACAATAAAGGAGA 
697 FRLNEVPRQ* 

2161 ATTTAAAGCTAGTAGAACACTATAGTCACAAT^ 
2221 AAAAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 7 



Nummer: 
Irrt a. 7 : 

Offenl egu ngstag; 



DE 10041 541 A1 
C07K 1400 

14. Man 2002 



Fig. 6 



1 TAACTGTTATTGCTCAGTQATA^^ 

61 TGCAAAATCttTCATGAATTTCGCCGGTAAAG^ 

MNFAGKVVIVTGASSG 

121 ATTGGAGCAGCTACAGCTGTGTCCCTAT 
17IGAATAVPLSKLGAKLSLTG 

181 CCTAACGTCGAGAATCTTAAGAAAGTTAGTCAGGATTGCGAAAAATCCACCra 
37RNV BNLKKVSQDCEKSTQ TH 

241 TAOlTCGCaXXTCACTTAACCAAAGAA 
S7YIAADLTKBKDIBNIVKSTI 

301 GATAAATACGGC CAACTTGACGTC CTGGTCAATAATGCTGGCATTCTTG AGACTGGTTC C 
77DKYGQLDVLVNNAGILBTGS 

3 SI ATCGAAAACACATOn^AGCCCAGTACGACAGGTTM 
97IENTSLAQYDRLMNTN-VRSI 

421 TATTACTTAACCATGCTGGCM^ 

117 YYLTMLAVPHI#LKTKGNIVN 

481 GTATCTAGTGTCAATGGGATCAGGTCTTTCC CTGGTGTACTGGCTTACAATGTTT CGAAG 
137VSSVNGIRSFPGVLAYNV S JC 

541 TCAGCTGTAGATCAGTTTACAAGATGTGTTGCACTT^ 

157SAVDQFTRCVALBLAPKGVR 
601 GTTAATTCTGTGAATCCAGGAGTCATTT^ 

177VNCVNPGVILTELQKRQGLN 

661 GACCAGCAGTATGCAGCATTTCTGGAGAGAACCAAGGAGACACATC 
197DQQYAAFLERTKBTHALGR P 

721 GGAAAACCGGAGGAGGITGCAGCTACTATTGCT^ 

217GKPEEVAAT1AFLASBL ASN 

781 ATCACTGGAGCC7U3TGTGCCTGTAGACGGTGGTCGCCATGCCATGTGTC 

237 ITGASVPVDGGRHAMCPR* 

841 TTTTAATAAAATACATGTTAATTTTTTTTTTA 
901 TTACAATGATCAAAGTGTCTAAAACCTTTTC 
961 ATAGATTAAGTAAAAACGTTCATATACCTATAA^^ 
1021 CATATATrTTGTmTAACCTTGTTAT^ 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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